0 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



Veroffentiichungsnummer: 



0 350 690 

A2 



® 



@ Anmeidenumrner: 83111538.8 
@ Anmeldetag: 24.06.89 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 

® Int. CI.": C07K 15/06 , A61K 39/395 





(tu Anmeldar BASP Aktlenctasellschaft 




Carl-Bosch-Strasse 38 


@ Veroffentiichungstag der Anmeldung: 


0-6700 Ludwigshafen(DE) 


17.01.90 Patentblatt 90/03 


@ Erfinder Moelier, Achim, Dr. 




@ Benannte Vertragsstaaten: 


Wllhelm-Busch-Strasse 51 


AT BE CH DE ES FR GB IT LI NL SE 


D-6703 Llmburgerhof(DE) 




Erfinder; Emiing, FranA Dr. 




Valentln-Bauer-Strasse 22 




D-6700 Ludwigshafen(DE) 




Erfinder: Kurfuerst, Manfred, Dr. 




Anillnstrasse 71 




D-6733 Hassoch(DE) 




Erfinden Meyer, Thomas, Dr. 




Gruenerstrasse 14 a 




D-6700 Ludwigshafen(DE) 



® Neutralisation der In vitro- und in vivo-toxischen Elgenschaften von TNF-alfa durch monoklonale 
Antlkorper und die davon abgelelteten Fragmente. 

@ Es warden Fragmente des monoklonalen Anti- • ^ 
korpers MAK 185 beschrieben, die sich zur Be- 
kampfung von Krankhsiten eignen. 
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Chen zur Neutralisation der zytotoxischen AktivitSt 
von TNF-a durdi das F(ab')2- bzw. F(ab)-Fragment 
des monoklonalan Antiltorpers mAK 195 wurde 
em Konzentration an TNF gewShlt bei der-minde- 
stens 90 % der Zellen lyslerten. Die Antikorper- 
Fragmente wurden in IWedium auf eine Konzenfra- 
tion von 2 ug/ml eingestellt und in eins zu zwei 
Scliritten in Mikrotiterplatten verdQnnt. Zu jeder An- 
tlkSrpeffragmentiesung (Cl- ml) wurden 005 ml 
rekombinanter TNF (2 ng/ml) gegeben und 2 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieflend erfolgte 
Zugabe von SO OOO L929.Zellen In 0.05 ml Medium 
und nach einer lnkubation von 20-24 h im Brutsch- 
rank bei 37 C wurden die Zellen fixiert und mit 
Kristallviolett gefSrbt. 

Per schUtzende Effskt der Antlkerperfragmente 
zeigte sich durch die Farbbarkeit von intakten Zel- 
len. Die Fragmente hemmen die zytotoxische Akti- 
vitat von TNF. 



Beispiel 2 



In vivo Neutralisation von human TNF-a 

Der schUtzende Effekt der F(ab')2- und F{ab)- 
Fragmente gegen human TNF wurde unter in-vivo- 
Bedingungen in mannlichen Balb/c-Mausen unter- 
sucht. 4-6.Wochen alte Mause wurden randomisiert 
und in Gruppen von 5 bzw. 10 Tieren aufgeteilt 
'Die Substanzen wurden ihtravenos in die laterals 
Schwanzvene gegeben (Applikationsvolumen 10 
ml/kg). 24 h vor der rhu TNF-a-Applikation wurden 
die Tiere mit LPS 0,5 mg^g i.v. "geprimed". TNF- 
a und LPS wurden vbr der Injektion in Puffer A 
(150 mM NaCI und 0. 18 % Rinderserumalbumin 
(Sigma. RIA-grade)). gelfist. Zur Messung der Neu- 
tralisierung wurde zuerst TNF gegeben. die mAK- 
Fragmente 15-30 min danach. Die TStungsraten 
wurden nach 24 h bestimmL In diesem Versuch 
zeigan die Fragmente eine starke Neutralisation 
von humanem TNF-a. 
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AntikSrperresfen uber Protein-A Sepharose® fil- 
triert. 



b) Herstellung von Fab-Fragmenten 

Der monoklonale Antikorper mAK 195 wurde 
bei pH 8.0 in Gegenwart von 0.5M NaCI mit Cystin- 
aktlviertem Papain (10 ug/mg mAb; 4 h; 37 "C) 
gespalten. AnschlieiJend wurde das Papain durch 
Zugabe von 20 mM Jodacetamid inaktivlert und 
das Gemisch Ober eine Sephacryl® S-200 Gelfiltra- 
bonssaule (1.5 cm x 75 cm) getrennt. Die Fab- 
Fragmente enthaltenden Fraktionen wurden verei- 
nigt und zur Entfernung der Fc-Fragmente iiber 
Protein A Sepharose® filtriert. 
_ Die Bezeichnungen "Sephacryl" und 
Sepharose" sind Warenzeichen der Rrma Phar- 
macia. 



Anspriiche 

1. F(ab')2- und/oder F(ab')-Fragmente des mo- 
noklonalen Antlkorpers mAK 195. 

2. F(ab')2- und/oder F(ab')-Fragmente des mo- 
noklonalen Antlkorpers mAK 195 zur Verwendung 
bet der BekSmpfung von Krankheiten. 



Beispiel 3 
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a) Herstellung von F(ab')2-Fragmenten 

Der monoklonale Antikorper mAK 195 wurde 
bei pH 4,5 in Gegenwart von 0.5M NaCI mit Pepsin 
gespalten (30 ug Papsin/mg mAb; 90 min; 37 "C) 
Ausfallende Fc-Fragmente wurden abzentrifugiert 
und der Uberstand uber eine Sephacryl® S-200 
Galfiltrationssaule (1.5 cm k 75 cm) chromatogra- 
phiert Die F(ab )2-Fragmente enthaltenden Frak- 
tionen wurden vereinigt und zur Entfernung von 
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® Neutralisation der In vitro- und in vivo-toxischen Eigenscliaften von TNF-alfa durch monoklonale 
Antlkorper und die davon abgeleiteten Fragmente. 

® Es werden Fragmente des monoi<ionaien Anti- 
l<6rpers MAK 195 beschrieben, die sich zur Be- 
kampfung von Kranklieiten eignen. • 
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